がん温熱化学療法の増感メカニズムの再考－ラジカル産生が増感効果の鍵を握る？－ by 松本, 英樹




















































ル産性 を促進するもの等があり、これ らの抗がん剤 と温熱との併用において顕著な殺細胞効果/
抗腫瘍効果が認められている(図1)。
1)ア ルキル化剤
アル キル化剤 は、細胞 内の核 酸や タ ンパ ク質、特 にDNAをアルキ ル化す ることにより、殺 細
胞効 果/抗 腫瘍効 果 をもた らす。Cyclophosphamide(CPM)、ifosfamide(IFO)などのnitrogen
mustard系の化合物 とACNUやBCNUなどのnitrosDurea系の化合物が よ く知 られている。このうち、
ACNUやBCNUは、脳血液 関門を通過す るため、脳腫瘍 、特 に神経膠芽腫 の手術後 に放射線 と併
用 される薬剤 と して知 られている。薬理作用 に細胞周期依存性 は少 ない。 このアルキル化剤の幾
つか はROSおよびRNSの生成 に関与 している ことが報告 されてい る(4)。Cyclophosphamideは、
肝臓お よび腫瘍 にお いてチ トクロームP450等に よってacroleinに代謝 されて細胞毒性 を示す。 こ
の代謝過程 においてn-3不飽和脂肪酸 との反応 によ りヒ ドロペ ルオキシラジカル(HOO・)あ る
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い は ヒ ドロキ シエ チ ル ラ ジ カ ル(・CH2CH20H)等 を産生 す る(5)。Melphalan(ML、
L-phenylalaninemusterd)、BCNUおよびCCNUに いて も同様 のこ とが報告 されている。 これ ら
の反応 は膜系、特 に細胞膜お よび ミ トコ ン ドリア膜で起 こり、 これ らのROS生成 と温熱 との相互
効果 により過酸化脂質生成の促進 が併 用効果の一因 となっている可能性 が示唆 され る(6)。
マ ウス下肢 に移植 した線維 肉腫(Fsa-II)では、IFOを腹腔内投与 した直後 に温熱処置する こ
とによ り抗腫瘍効果 は温熱処 置単独の2.5倍とな り、相乗効果が認め られてい る(7)。BCNUおよ
びCCNUにおいて も、実験腫 瘍 において温熱 との併用 によ り相 乗効果が認め られて いる(8)。実














3)抗 が ん 性 抗 生 物 質
日 本 で は 世 界 に 先 駆 け て 実 験 動 物 腫 瘍 を 用 い て 抗 が ん 性 抗 生 物 質 の 探 索 を始 め た 経 緯 が あ る 。
日 本 で 発 見 さ れ 、 臨 床 応 用 さ れ て い る も の は 、carzinophilin、mitomycinC、bleomycin、pe・
plomycin、aclacinomycinA、chromomycinA3、neocarzinostatinがあ り、 特 にbleomycinおよ び
mitomycinCは外 国 で も よ く用 い ら れ て い る 。 外 国 で 発 見 さ れ た も の で 臨 床 応 用 さ れ て い る もの
に,actinomycinD、daunorubicin、adriamycin(doxorubicin)があ る 。 こ れ ら の 中 に もROS産
性 能 を 有 す る も の が あ る 。
a.Bleomycinおよびpeplomycin
BIeomycin(BLM)およびpeplomycin(PEP)は、その分子 内 にFe結合部位 とDNA結合部位 を
持 ち,Fe結合部位 にFeが結合 し,Feが酸 素を捕獲す るとスーパーオキシ ド(・02-)を発生 させ,
DNAを切断する作用 をもつ。
が ん細胞あるいは移植腫瘍 を用い たinvitroあるいはinvivoの実験 において、BLMおよびPEPは
共 に温熱処理 との同時併用 によ り抗腫瘍効 果の増強 を示す こ とが報告 されている(13)。
b.MitomycinC
MitomycinC(MMC)の抗 がん性 は、ROSの生成 を介 して、呼吸阻害 、DNA複製阻害、DNA損
傷誘発等 の幾 つかの異 なったメ カニズ ムに より発揮 され る。MMCに は金 属結合部位 とDNA結合
部位 とが存在 し、金属結合部位 にZn(II)、Cu(II)、Fe(II)、Mn(II)、Cd(II)、Au(III)の何れかが
結 合する とDNAと非可逆的な複合体(MMC一 金属 一DNA複合体)を 形成 し、DNA複製 を阻害す
る。 中で もZn(II)、Cu(II)およびMn(II)が有効 である。MMCに よるDNA損傷誘発 には ユあ るい
は2電 子還元 による活性化が必要で あ り、セ ミキ ノンあるい はヒ ドロキ ノンとな り、 これ らが酸
素分子 と反応 してROSを生成す る。 これ らの反応過程 はMMC一 金属 一DNA複合体上で起 こ り、
フェ ン トン反応 を介 して生成 され たヒ ドロキ シラジカル(HO・)がDNA損 傷 を誘発する(14)。
ヒ ト非小細胞肺癌Hl299細胞 において、MMCと の同時併用 によ り温熱 による殺細 胞効 果は増強
され、この効果 はが ん抑制遺伝子p53のステー タスに依存 しない ことが報告 されている(15)。ま
たMMCか らの ヒ ドロキシラジ カル(HO・)の 産生 には酸素が必要で あるが 、低酸素環境 におい




アン トラサイク リン系抗がん剤 による殺細胞効果へ のROSの寄与 は複雑で理解 しにくい。 アン
トラサ イ クリン系 抗が ん剤 の化学的性 質 と して条件 が揃 えばROSが産生 されるこ とに疑 い はな
い。Adriamycinおよびdaunorubicinのキノン構造が 、チ トクロームp450還元酵素 、NADH脱水素
酵素、キサ ンチ ン酸化酵素等 の酸化還元酵素に よって触媒 され る反応系 において電子受容体 とな
る。 自由電子 の捕獲 に よ りキノンがセ ミキノ ンラジ カル とな り、DNA損傷 を誘発 し、酸 素分子
と反応 してスーパ ーオキシ ド(・02-)等 のROSを生 成 し、 さらにDNA損傷 を誘発 する。DNA損
傷誘発 には1あ るい は2電 子 による還元が必要であ り、セ ミキノンとな り、これ らが酸素分子 と
反応 してROSを生成す る。 これ らの反応過程 は抗が ん剤 一金属 一DNA複合体上 で起 こ り、フェ ン
トン反応 を介 して生成 された ヒ ドロキ シラジカル(HO・)もDNA損 傷 を誘発 する(17,18)。し
か しなが ら未だ解決 されていないのは、これ らの一連の酸素分子 を必要 とするROS生成反応 が臨
床 レベ ルの濃度 で起 こるのか、腫瘍組織の低酸素環境 にお いて起 こるのか、 とい う問題 である。
Adriamycinと温熱 との併用 による殺細 胞効果/抗 腫瘍効果 は加 温温度 ・加温時 間によって変
化 し、使 用す るが ん細胞 ・腫瘍 によって も異 なる。 チャイニーズ ・ハムス ターHA-1細胞で は、
adriamycinと43℃加温 との併 用 によ り相乗的 な温熱感受性±曽感 が認 め られ るが、処理時間が長 く
なる と相加的な増感 のみ となる ことが報告 されている(19)。またadriamycinと43℃加温 との併用
に より温熱耐性誘導 の促進 も認 め られ(20)、これ にはadriamycinによる熱 シ ョック蛋 白質Hsp70
の誘導促進が関与 してい ることが示唆 された(21)。従 って、ア ン トラサ イクリン系抗がん剤 と温
熱 との併用 において は、DNAと の結合 に よる殺細胞効果/抗 腫 瘍効果 に加 え、効率 よ くセ ミキ
ノ ンラジカルお よび ヒ ドロキ シラジカル(HO・)生 成が行 われた時 に相 乗的な温熱感受性増感

























これ はDNAtopoisomeraseII阻害剤 として作 られ た抗が ん剤であ る。DNAtopoisomeraseII6ま
ATP依存性のDNAの トポロジー を変換 す る酵素で、DNAの 二本鎖切断 ・巻 き戻 し ・再結 合 を繰
り返 して行 う。VP-16はDNAの二本鎖切 断時 に形成 され るDNA?DNAtopoisomeraseII複合体 に
結合 し、DNAtopoisomeraseIIの活性 を阻害 してDNAの再結合 を妨 げるこ とによ り殺細胞効果/
抗腫瘍効果 を示す(25)。VP-16はDNAtopoisomeraseII阻害剤 として作用す るだけでな く、Cu(II)
の存在下 においてDNAと結合 し、酸素分子が存在す るとVP-16分子 内のジメ トキ シフェノール環
が酸化還元 され るこ とによ り、 ヒ ドロキ シラジ カル(HO・)が 生成 され 、DNA鎖切 断が生 じる
こ とが報告 されている(26)。これ もVP-16による殺細胞効果/抗 腫瘍効果の一機序 と考 えられて
い る。VP一ユ6と温熱 との併用 に よ り殺細胞効果/抗 腫瘍効果の増強が報告 されているが(27)、こ
れ に もDNAtopoisomeraseIIの阻害効果 の増 強に加 え、ROSの産生 が寄与 している可能性が示唆
され る。
5)金 属錯体
金属 イオンの周 りに配位子が結 合 した化合物 を総称 して金属錯体 とい う。 プラチナの金属錯体
の抗が ん剤 にはcisplatin(CDDP)およびcarboplatin(CBDCA)がある。Carboplatinはcisplatin
に よる副作用の軽減 を目的 として作 られた(28)。これ らの薬剤 は細胞内 で2個 の塩 素原子が水分







① 薬剤とDNAとの結合により遊離 した電子を酸素分子が受け取 りスーパーオキシ ドラジ
カル(02)が で きる、
















Tirapazamine(SR-4233)は、生体 内還元 物質で現在 最 も研究が進 んでお り、この薬剤 は低酸
素状態で1電子還元 を受 けてtirapazamineラジカル とな り、DNA分子 か ら水 素原 子 を取 り除 き
DNAを切断す ると考え られている。酸素が十分 にある とtirapazamineラジカルは酸素 により電子
を奪 われ、反応性 のないtirapazamineの状態 に もどる。 従ってtirapazamineラジカルは低酸 素状
態で特異 的にDNA鎖の切 断を引 き起こす(37)。これ以外の作用 と して、tirapazamineはDNAの複
製お よび翻訳 を阻害す る作用 を有す ることが示唆 されてい る。
Tirapazamineと放射線 あるいはCDDPとの併用 に関 して は臨床治験 が行 われているが(38,39)、
温熱処理 との併用 におい ては、未だ実験 レベ ルでの報告 しか ない。1990年、Hermanらはマ ウス
の線維 肉腫Fsa-IIC細胞 を用い、培養細胞 レベ ルにおいてtirapazamineと42℃あるいは43℃加温 と
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の併用 によ り相乗的な殺細胞効果の増 強を示 し、移植腫瘍 レベ ルにおいて もtirapazamineと43℃
局所加温 との併用 によ り相乗的 な抗腫瘍効果の増強 を示 した(40)。増永 らは、tirapazamineと40℃
加温 との併用 によ り殺細胞効果/抗 腫瘍 効果の相乗 的な増 強 を示 し、この効果はがん細胞 のp53
遺伝子型 に依存 しないこ とを併 せて示 した(41)。Tirapazamineは正 しくラジカルによるDNA損傷
を誘発す る抗がん剤であ り、 さ らにこの作 用は低酸素下特異 的であ りtirapazamineと温熱療法併
用 による臨床試 験の結果が待 たれ る。
2.温 熱処理 と麻酔剤 との併用 による殺細胞効果 の増強
近藤 らは、ヒトリンパ腫U937細胞を用いて、44℃加温 と3種類の麻酔剤との併用による殺細
胞効果の増強を検討 し、lidocaineが温熱 との併用によりアポ トーシスを誘導 して殺細胞効果を増
強することを示 した(1)。アポ トー シス誘導にはミトコン ドリアでのROSの産生が関与 している
が、lidocaineと温熱との併用によりミトコンドリアでのROSの産生が数十倍に増加 していた。 ミ
トコンドリアで産生されたROSは、 ミトコンドリアDNAのみならず、おそらく過酸化水素等の安





3.温 熱 処 理 とラ ジ カル発 生 剤 との併 用 に よる殺 細 胞 効 果 の増 強
1)2,2'-azobis-(2-amidinopropanedihydrochloride)(AAPH)
温度および濃度依存的にアルコキシルあるいはペ ルオキシラジカルを産生する水溶性 のアゾ化
合物、2,2'-azobis-(2-amidinopropanedihydrochloride)(AAPH)は、温熱誘導 アポ トー シスの
促 進効果 を有す ることが報告 されている(42,43)。この薬剤 はヒ ト平均体温 である37℃で は全 く
ラ ジカル産生が起 こらず、40℃以上 の条件で初 めて ラジカル産性 を示す。 ヒ トリンパ腫U937細
胞 では細胞毒性 を示 さない50mMのAAPHと44℃加温 との併用 によ り、アポ トー シス抑制 タンパ
ク質であ るBcl-2量の低下お よびアポ トー シス促進 タ ンパ ク質であ るBax量の増加 が認 め られ、
温 熱誘導 アポ トー シスを促進す ることが示 された。 このアポ トー シス促 進には、細胞外で産生 さ
れたアルコキシルあるいはペ ルオキシラジカルが細胞内 に取 り込 まれて ミ トコン ドリア膜 に障害
を与え、これ によって放 出され たスーパ ーオキシ ドラジカル による過酸化脂 質お よびイノシ トー
ル3リ ン酸1型 受容体(IP3R,)の蓄積誘導 も関与 してい ることが示 された(42)。さらにアポ トー
シス耐性である2種 類の子宮 頸癌HeLaおよびCaSki細胞 において もこの薬剤が温熱誘導 アポ トー
シス を促進す るこ とが示 され た(43)(図2)。温熱が ん治療 に用 い られる加 温装置 も改良が進め
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られ 、CT画像診断 との組み合 わせ に よる正確 な局所 加温が可能 とな りつづ ある現状か ら、局所
的 な加温領域 におい てのみ アルコキシルあるいはペルオキ シラジカルを産生す るAAPHの臨床へ
の応用が期待 され る。ただ水溶性 とい う性 質から細胞 内へ の取 り込み は期待 で きないため、いか
に腫瘍細胞 の周辺へ選択 的に分布 させ るかが問題である。この問題 をあ る程度解決す ると考 え ら
れ るのが脂溶性の2,2'-azobis-(2,4-dimethylvaleronitrile)(AMVN)である。
2)2,2'-azobis-(2,4-dimethylvaleronitrile)(AMVN}
脂溶性であ り、且つ温度お よび濃度依存 的にアルコキシルあるいはペ ルオキシラジカル を産生
す るアゾ化合物、2,2'-azobis-(2,4-dimethylvaleronitrile)(AMVN)も温熱誘導 アポ トーシスの
促進効果 を有す ることが報告 されている(44)。この薬剤 もヒ ト平均体温であ る37℃で はほ とん ど
ラジカル産生が起 こ らない。 ヒ トリンパ腫U937細胞において 、単独 ではアポ トーシス誘導 を示
さない0.5mMのAAPHおよび44℃での10分間の加温 との併用 によ り、処理後ユ時 間で約50%のア
ポ トーシス誘導が認め られ、その後アポ トーシスの減少 に伴 って二次的 なネクローシスの増加が
認め られ た(図2)。 これ らの効 果 はAAPHの約2倍 であった。約10分の1の濃度で非常に高 いア
ポ トーシス促進効果が得 られるのは、AMVNが脂溶性 のため細胞 内に取 り込 まれ、細胞内で ラジ
カル産生が起 こるためであるこ とが示唆 される。局所的な加温領域 にお いてのみアルコキシルあ
るいはペルオキシラジカルを産生す るAMVNも臨床へ の応用 が期待 され る。
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3)6-formylpterin(6-FP)
葉酸 の代謝産物で あ り、が ん細 胞中の含有量が高 い6-formylpterin(6-FP)は、他のpterin等
とは異 なる性質 を有 し、酸素分子 か らNAD(P)Hへ電子 を転移 させ 、細胞 内に過酸化水素 を発生
させ る。当然、生成 された過 酸化水素 は細胞内 に存 在す るFe(II)、Cu(II)と反応 し、ヒ ドロキ シ
6
ラジカル(HO・)に 変換 され、DNAに作用 してDNA鎖切断 を誘発 す ると考 えられる。和田 らは、
この6-FPが温熱誘導 アポ トー シス を促進す る ことを報 告 して いる(45)。この アポ トーシスの促
進過程 には ミ トコン ドリアの障害 も関与 し、 ミ トコン ドリアか らの スーパ ーオキシ ドラジカル
(・02⇒の放出 も起 こってい る。 この場合 は、6-FPから直接ROSが生成 される訳で はないが、
や は り温熱 との併用 に よ りROSの産生 を促進 し、殺細胞効果 の増 強に寄 与 している(図2)。 ま
た正常細胞 に比 してが ん細胞 に多 く含 まれる特徴 もあ り、やは り臨床へ の応用が期待 され る。
4.温 熱処 理 と抗 酸 化 剤 との 併 用 に よ る殺 細 胞 効 果 の増 強
抗酸化剤の一つであるa-phenyl-tert-butylnitrone(PBN)は、酸化状態で ヒ ドロキシ ラジカ
ル(HO・)を 消去する過程で一酸化窒素 ラジカル(NO・)が 遊離す ることが明にされている。
崔 らは、この性 質に着 目 し、細胞 内酸化 ス トレスを引 き起 こす 温熱 とPBNとの併用に よるアポ トー




























































図3.抗 酸化剤 ・狭心症治療薬 と温熱 との相互作用によるラジカル産生
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の活性化の促進 、細胞内 カル シウム濃度の急 激な増加 、 ミトコン ドリア膜電位の低下促進 に伴 う
顕著 なPBNによる温熱 誘 導 アポ トー シスの促 進が認 め られ、 この効 果 は一酸 化窒素 ラ ジカル
(NO・)特異的消去 剤で ある2-(4-carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethyl-imidazoline-1-oxyl-
3-oxide(c-PTIO)およびペ ルオキ シナイ トライ ト(ONOOつ の特異的消去剤である尿酸 によっ
て ほぼ完全に抑制 され 、PBNによる温 熱誘導 アポ トーシスの促 進 にPBNから遊離 した一酸 化窒 素
ラジカル(NO・)が 大 き く寄与 してい るこ とが示唆 された(2)(図3)。細胞内が酸化状態 にあ
る時 に温熱増感作用 を示すPBNは、低酸素状態 にある腫瘍への応用 は難 しいか も知れ ないが、温
熱 との併用 によ り腫 瘍の再酸素化 を効 率良 く誘導する ことが可能 となれ ば臨床応用への期待 も膨
らむか も知れない。
5.が ん細 胞 にお け るRNSの 産 生
内因性のRNSは一酸化窒素合成酵素(NitricOxideSynthase、NOS)によってL一アルギニ ンの
グアニシ ド基が酸化 されてレ シ トルリ ンへ と転換 され るときの副産物 、NOラ ジカル として生成
され る。NOSには、主 と して血管内皮細胞で発現 しているendothelialNOS(eNOS)、主 として神
経細胞で発現 してい るneuronalNOS(nNOS)、および主 と してマ クロフ ァージで発現 している
inducibleNOS(iNOS)の3種類 のアイ ソマーが存在 する(46)。がん細胞 において高発現が見 ら
れ るの は主 にiNosであ り、 ヒ ト腫瘍(子 宮 がん、乳が ん及 び脳腫瘍)に おいてiNOSの産生や活
性が上昇 してい ることが報 告 されている(47-49)。
一方 、 ヒ ト腫瘍 の約半分 にお いてρ53遺伝子の変異が検 出 されてお り、p53遺伝子の変異が ヒ
ト発が んあるいは腫瘍増 殖 に関与 して いるこ とが示唆 されてい る(50)。p53タンパ ク質は転写因
子 としての機能が主であ り、p53標的遺伝子 のプロモー ター に存 在す る特異的塩基配列(p53れ
responsibleelement、p53RE)に結 合 して転写 を促進 し(51>、またTATA-boxをもつ プロモー ター
に対 してはTBP(TATA-boxbindingprotein)と結合 して転 写 を抑制す る(52)。さらに転 写因
子NF一κBとの相互作用 によ りNF一κBを必須 とするプロモー ター活性 も抑 制することが報告 され
て いる(53)。iNOS遺伝子の プロモー ターにはTATA-boxが存在 し、転写 にはNF一κBが必須であ
るためiNOSの遺伝子発現 もp53タンパ ク質によ り抑 制 される(54)。従 って悪性度の高 い腫瘍 にお
いてρ53遺伝子の変異 によ りiNosの産生や活性が上昇 してい ることとよ く一致す る。






























































6.藤 田 直.活 性 酸 素,過 酸 化 脂 質,フ リ ー ラ ジ カ ル の 生 成 と 消 去 機 構 並 び に そ れ ら の 生 物 学
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